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Enzymologie  theorique 


I.  Introduction  - Definitions 


A.  Enzyme 

Proteine  presentant  des  proprietes  de  catalyse  specifiques  d’une  reaction  chi- 

mique  du  metabolisme  de  I’etre  vivant  qui  la  produit. 

• L’enzymologie  est  I’etude  des  enzymes. 

• Le  substantif  « enzyme  » est  du  genre  feminin. 

• Toutes  les  enzymes  sont  des  proteines. 

• Les  proteines  enzymatiques  sont  des  catalyseurs,  c’est-a-dire  qu’en  agissant  a 
des  concentrations  tres  petites,  elles  augmentent  la  vitesse  des  reactions  chimi- 
ques,  sans  en  modifier  le  resultat.  A la  fin  de  la  reaction  la  structure  de  I’enzyme 
se  retrouve  inchangee. 

• Une  enzyme  donnee  est  specifique  d’une  reaction,  c’est-a-dire  qu’elle  catalyse 
toujours  la  meme  transformation,  se  produisant  sur  les  memes  corps  chimiques 
initiaux. 

• Les  proteines  enzymatiques  sont  synthetisees  par  des  etres  vivants.  Cette  syn- 
these  est  determinee  genetiquement : sa  conservation  dans  le  genome  est  favo- 
risee  par  le  besoin  qu’eprouve  cet  etre  vivant  de  faire  cette  reaction. 

B.  Substrat 

Molecule  qui  entre  dans  une  reaction  pour  y etre  transformee  grace  a I’action 

catalytique  d’une  enzyme. 

• Toutes  les  molecules  qui  entrent  dans  une  reaction  enzymatique  et  sont  definiti- 
vement  modifiees  sont  appelees  substrats. 
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C.  Produit 

Molecule  qui  apparait  au  cours  d’une  reaction  catalysee  par  une  enzyme. 

• La  nouvelle  molecule  qui  resulte  de  cette  transformation  est  appelee  produit. 

D.  Ligand 

Corps  chimique  ayant  une  liaison  specifique  avec  une  enzyme 

• Toutes  les  molecules  ayant  une  liaison  specifique  avec  une  proteine  sont 
appelees  ligands. 

• Pour  chaque  ligand,  il  existe  au  moins  un  site  de  fixation  sur  la  proteine  qui  le 
report. 

E.  Cofacteur 

Corps  chimique  intervenant  obligatoirement  dans  une  reaction  enzymatique  : 
pour  transporter  ou  completer  un  substrat ; 
pour  accepter  un  produit ; 

- comme  participant  a la  structure  de  I’enzyme. 

• Les  cofacteurs  peuvent  etre  des  ions  comme  I’atome  de  Zinc  de  I’anhydrase  car- 
bonique  ou  de  petites  molecules  minerales  habituellement  presentes  dans  les  mi- 
lieux biologiques,  a commencer  bien  sur  par  la  molecule  d’eau. 

• Certains  cofacteurs  sont  des  molecules  plus  complexes  synthetisees  par  les  cel- 
lules : nous  les  appellerons  coenzymes. 

F.  Coenzymes 

Molecule  biologique  intervenant  comme  cofacteur  indispensable  dans  la  cata- 
lyse enzymatique  d’une  reaction  : 

les  coenzymes  libres  interviennent  dans  la  reaction  de  maniere 
stcechiometrique  ; 

les  coenzymes  lies  interviennent  dans  la  reaction  de  maniere  cata- 
lytique. 
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• Les  coenzymes  sont  des  molecules  biologiques  c’est  a dire  que  leur  synthese 
naturelle  ne  peut  etre  faite  que  par  des  cellules  vivantes.  Lorsque  cette  synthese 
n’est  pas  inscrite  dans  le  patrimoine  genetique  d’une  espece,  alors  tout  ou  partie 
de  la  molecule  du  coenzyme  doit  etre  apporte  a cette  espece  par  son  alimenta- 
tion : cet  aliment  indispensable  s’appelle  une  vitamine.  Les  coenzymes  sont  des 
cofacteurs  done  des  molecules  indispensables  a la  catalyse  enzymatique. 

• Lorsque  les  coenzymes  sont  lies  a I’enzyme  par  des  liaisons  de  type  electrostati- 
que  ou  plus  faiblement  encore,  cette  liaison  est  renouvelee  a chaque  reaction  ef- 
fectuee  : en  effet,  I’energie  mise  en  jeu  par  la  liaison  enzyme  - coenzyme  est  du 
meme  ordre  de  grandeur  que  I’energie  mise  en  jeu  dans  la  liaison  enzyme- 
substrat ; dans  ce  cas,  la  concentration  des  coenzymes  doit  etre  du  meme  ordre 
de  grandeur  que  celle  du  substrat  (on  dit  stoechiometrique).  Ces  coenzymes  sont 
appeles  coenzymes  libres  parce  qu’ils  se  dissocient  de  I’enzyme  a chaque  reac- 
tion catalysee. 

• Lorsque  au  contraire  les  coenzymes  sont  lies  aux  enzymes  par  des  liaisons  for- 
tes de  type  covalent,  leur  concentration  est  necessairement  la  meme  que  celle  de 
I’enzyme,  c’est  a dire  tres  petite  (on  dit  catalytique).  Ces  coenzymes  sont  appeles 
coenzymes  lies  parce  qu’ils  ne  se  dissocient  pas  de  I’enzyme. 
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//.  Specificity 


A.  Notion  de  specificite 

1.  Substrats 


Theoriquement,  une  seule  reaction  possible,  sur  un  seul 
substrat 

En  realite,  il  existe  une  relation  structure  activite  : il  taut  que  la  bonne  liaison  soit 

placee  au  bon  endroit 

• acces  possible  =>  pb  de  conformation 

• reaction  possible  =>  pb  chimique  (grandeur  et  nature  des  forces  en  jeu) 

=>  il  est  frequent  qu’une  enzyme  intervienne  non  sur  une  molecule  unique,  mais  sur 
une  classe  de  substrats. 

• Exemple  1 : Galactose  epimere  en  C4  du  glucose,  non  pris  en  charge  par  les  en- 
zymes de  la  glycolyse 

• Exemple  2 : B - oxydation  des  acides  gras  - Les  enzymes  prennent  en  charge 
des  acyl  - CoA.  A chaque  degradation,  perte  d’un  motif  a 2 carbones,  mais  les 
memes  enzymes  fonctionnent  sur  le  nouvel  acyl  - CoA  =>  le  meme  motif  est  re- 
connu. 

• Exemple  3 : RubisCO  ^ en  fait,  les  deux  reactions  ne  concernent  pas  les  memes 
sites  (regulation  allosterique). 

2.  Reaction 

En  fonction  de  I’environnement  atomique  du  site  catalytique,  un  seul  type  de  reaction 

sera  possible  : 

• acide  - base 

• redox,  par  echange  d’electrons  avec  des  ions  metalliques  (cytochromes) 

• transfers  de  groupements 
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B.  Classification  et  nomenclature  des  enzymes 

1.  Principe 

1961  - 1972  : Enzyme  commission  =>  codification  internationale.  Un  certain  nombre 
d’appellations  traditionnelles  subsistent,  mais  I’emploi  des  numeros  de  code  est  au- 
jourd’hui  obligatoire  dans  toutes  les  publications  scientifiques  et  les  documentations 
techniques  et  commerciales. 

La  nomenclature  officielle  comporte  6 classes,  elles-memes  divisees  en  sous 
classes.  Le  numero  de  code  specifie  : 

1 - le  type  de  reaction  (classe) 

2 - le  type  de  fonction  du  substrat  metabolise  (sous-classe) 

3 - le  type  de  I’accepteur 

4 - Le  numero  d’ordre  (dans  la  sous-sous-classe). 

2.  Classes  et  exemples 

1 Oxydoreductases  : reaction  redox  portant  sur  differents  residus,  associant  des 
coenzymes,  des  cytochromes,  des  accepteurs  comme  02,  ... 

• EC  1 .1 .1 .67  Mannitol  : NAD  oxydoreductase  = Mannitol  DH 

Mannitol  + NAD  = Fructose  + NADH 

• EC  1 .1 .2.3  L - Lactate  : ferricytochrome  c oxydoreductase  = Lactate  DH 

Lactate  + 2 Cyt  c Fe3+  = Pyruvate  + 2 Cyt  c Fe2+ 

2 Transferases  : transfert  d’un  groupement  carbone,  phosphore,  azote,  etc.  d’une 
molecule  a une  autre. 

• On  distingue  parfois  les  aminotransferases  : transfert  d’un  groupement  a-NH2 
d’une  molecule  sur  un  ceto-acide,  en  position  a : on  obtient  un  nouvel  acide  ami- 
ne et  les  transaminases  : le  NH2  n’est  pas  transfere  en  a : le  nouveau  compose 
n’est  pas  un  acide  a amine 

• EC  2.6.1 .20  L - Tyrosine  : pyruvate  aminotransferase 

L - Tyr  + Pyr  = p Hydroxyphenyl  pyruvate  + L - Ala 

• GOGAT  = glutamate  oxo-glutarate  aminotransferase 
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Glu  + Glu  = ocKG  + Gin 

• Kinase  = Phosphotransferases  avec  transfert  d’un  ATP  vers  une  autre  molecule 

• EC  2.7.1 .1  ATP  : D - hexose  6 - phosphotransferase  = hexokinase 

ATP  + D hexose  = ADP  + D hexose  6 - phosphate 

• EC  2.7.1.11  ATP:  D - Fructose  6 - phosphate  1 - phosphotransferase  = 
phospho  - fructokinase 

ATP  + D - Fructose  6 - phosphate  = ADP  + D - Fructose  1 ,6  - bis  phosphate 

3 Hydrolases  : liaisons  ester,  residus  glycosyle,  etc. 

• EC  3.2.1 .4  1 ,4  (1 ,3  ;1 ,4)B-D-glucan  4-glucanohydrolase  = cellulase 

Glucose(n)  = Glucose(n-I)  + D-glucose 

4 Lyases  : catalysent  I’enlevement  ou  I’addition  d’un  groupement  autrement  que  par 
hydrolyse 

• EC  4.1 .1 .39  3-phospho  D glycerate  carboxy-lyase  [dimerizing]  = RubisCO 

RuBP  + C02  = 2 A3PG 

5 Isomerases  : 

• EC  5. 3. 1.1  D-glyceraldehyde  3-phosphate  ceto-isomerase  = Those  phos- 

phate isomerase 

Glyceraldehyde  3 phosphate  = Dihydroxy  acetone  phosphate 

6 Ligases  : creation  d’une  liaison  entre  2 molecules  couplee  avec  la  degradation 
d’une  liaison  a haut  potentiel  energetique 

• EC  6.4.1 .1  Pyruvate  : dioxyde  de  carbone  ligase  (ADP)  = pyruvate  carboxy- 
lase 

ATP  + Pyr  + C02  + H20  = ADP  + Pi  + oxaloacetate 
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III , Cinetique  michaelienne 


A.  Notion  de  vitesse  initiale 

S+E^ES^E+P 

Mesure  de  I’apparition  du  produit  au  cours 
du  temps  ; Conditions  experimentales  : 
T°,  pH,  salinite,  etc.  optimaux 
[S]  » [E]  et  temps  court  =>  on  cherche  a 
rester  dans  les  conditions  ou  [S]  » [P] 
Dans  ces  conditions,  [S]  et  [ES]  sont 
consideres  comme  des  constantes  : c’est  la  phase  stationnaire. 

On  observe  deux  parties  : 1)  pente  constante  =>  vitesse  constante,  puis  2)  apparition 
progressive  d’un  plateau  =>  vitesse  diminue  : les  conditions  initiales  ne  sont  plus  veri- 
fies, en  particulier  a cause  de  I’epuisement  du  substrat 

B.  Influence  de  la  concentration 
en  enzyme  sur  la  vitesse 

On  augmente  progressivement  la  concen- 
tration en  enzyme,  toutes  choses  egales 
par  ailleurs. 

A tl , en  condition  de  vitesse  initiale,  il  y a 
proportionnalite  entre  la  [E]  et  la  quantite 
de  produit  forme.  La  courbe  V = f ([E])  est 
une  droite  (V  = d[P]  / dt) 

A t2,  les  conditions  initiales  ne  sont  plus  verifies  =>  il  n’y  a plus  proportionnalite. 
Theoriquement,  toutes  les  courbes  admettent  le  meme  plateau,  mais  dans  la  realite, 
a cause  de  problemes  de  solubilite,  il  est  tres  difficile  d’obtenir  un  plateau  experimen- 
tal correct. 
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C.  Influence  de  la  concentration  en  substrat 

1.  Equation  de  Michaelis  - Menten  (1913) 

Dans  la  suite  du  cours,  sauf  mention 
contraire,  on  considere  qu’on  se  place  en 
conditions  de  vitesse  initiale  = Vi  ou  V0  , 
voire  V (selon  inspiration  !) 

On  trace  la  courbe  V = f([S])  (attention  a 
ne  pas  confondre  avec  la  courbe  [P]  = 
f(t)l)- 

Quand  [S]  augmente,  Vi  tend  vers  Vmax 
fa  k2 

£+So£S«E+P 
/(-I  k-2 

on  pose  : [Et]  = enzyme  totale,  [ES]  = complexe  enzyme  - substrat,  done  [El]  = [Et]  - 
[ES]  = enzyme  libre  ; [S]  = substrat,  avec  [S]  » [Et] 

2.  Vitesse  de  formation  de  ES 

On  neglige  la  formation  a partir  de  E + P,  car  [S]  » [E]  et  on  est  en  Vi  =>  [P]  est  tres 
faible  : kr([B]-[ESj)[S\ 

3.  Vitesse  de  destruction  de  ES 

k{ES\+k2[ES\ 

4.  Etat  stationnaire 

La  vitesse  de  formation  et  la  vitesse  de  destruction  de  ES  sont  egales.  On  cherche  a 
isoler  [ES] 

/c1(EH^)[Sl=/c_1[ES]+/c2[ES]^/c1[Ef][S]+/c1[S][ES]=[ES](/c_1+/(2) 
kmS\=l cl  [ES][S]+[ES](/c_1+/c2)=[ES](/(1[S]+/(_1+/c2) 
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On  pose  Km=^~^2  (car  on  neglige  k_2)  et  Wnax=/c2[S]  car  la  vitesse  est  maximale 

/Cl 

quand  toutes  les  molecules  d’enzymes  (theoriquement)  prennent  en  charge  chacune 
une  molecule  de  substrat,  done 
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D.  Representations  graphiques 

Experimentalement,  il  n’est  pas  possible  de  determiner  Vmax  =>  on  ne  connaTt 
qu’une  valeur  approchee.  On  peut  retrouver  les  deux  valeurs  importantes  Vmax  et 
Km  grace  a differents  traitements  mathematiques,  parmi  lesquels  la  representation 
en  double  inverse. 


i 

1 1/V 

1/Vm 

► 

i/[S] 


wUnaxfS]  -|  _[S\+Km_  [S]  Km 
[S\+Km  V Unax[S]  Wnax[S]  Wnax| 


1 _ 1 Km  | 1 

V [S]Wnax  Wnax 


1.  Lineweaver  et  Burk 

Representation  en  double  inverse  : 1/V  = 
f ( 1/S) 

Le  probleme  principal  de  cette  methode  est 
la  preponderance  accordee  aux  valeurs  les 
plus  faibles  de  S et  de  V,  pour  lesquelles 
I’incertitude  est  pourtant  la  plus  grande.  Elle 
peut  conduire  a des  estimations  fausses.  Elle 
ne  devient  interessante  que  pour  des  valeurs 
de  [S]  elevees,  done  dans  des  conditions 
« saturantes  ». 


2.  Hanes  - Woolf 


v _ VrrjS\ 
Km+[S\ 


V _ Vm 

[S]  Km+[S\ 


soit : 


[S  ]_Km+[S\ 
V Vm 


On  utilise  alors  la  relation  : W=tt-[S]+tt!:?2 

V Vm1  1 Vm 

La  droite  a une  pente  de  1/Vm,  dont 
I’extrapolation  donne  -Km  a I’intersection 
avec  I’axe  des  abscisses. 
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3.  Eadie  - Hoftsee 

La  relation  utilisee  est  I’inverse  de  la  prece- 
dente  : 

'/=76tt+ f^^v(Km+[S\)=Vm[S\^VKm+V[S\=Vn 


^-Km+V=Vm<^>^-=^m — ¥- 
[S]  ^[S]  Km  Km 


La  pente  est  -1/Km,  les  intersections  avec 
les  axes  donnent  Vm/[S]  et  Vm. 


A v 


4.  Representation  de  Schwarzenbach 

Methode  purement  graphique  : on  reporte  sur 
I’axe  des  abscisses  les  valeurs  de  -[S]  et  sur 
celui  des  ordonnees  celles  de  V (pour  des 
couples  S(i)/V{i)  de  resultats  experimentaux), 
et  les  droites  se  coupent  en  un  point 
d’abscisse  Km  et  d’ordonnee  Vm. 
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E.  Signification  de  Km 

Rechercher  Vmax  ou  1/2  de  Vmax  correspond  a la  meme  demarche  intellectuelle, 
sauf  qu’une  est  possible  experimentalement,  pas  I’autre  (cf.  demi-vie  des  atomes 
marques). 

Km  a la  grandeur  d’une  concentration  et  represente  I’affinite  de  I’enzyme  pour  son 
substrat.  On  compare  2 substrats  possibles  d’une  enzyme.  Leurs  Km  respectifs  sont 
differents  (Km2  > Kml).  Cela  signifie  que,  pour  atteindre  Vmax2,  il  taut  une  concen- 
tration en  S2  superieure  a la  concentration  en  SI  necessaire  pour  atteindre  Vmaxl  : 
“ga  marche  moins  bien”  avec  S2.  Caricature  : si  une  substance  n’est  pas  un  substrat 
de  I’enzyme,  V = 0,  meme  avec  [S]  =>  °o 
On  envisage  3 cas. 

1.  [S]  « Km 

v = ~ ¥P-.[S\  =>  i/  = A[S]  La  concentration  en  substrat  est  limitante. 

Km  + [oj  Km 


2.  [S]=Km 


" Km  + [S\~  [S]+[S]  “ 

3.  [S]»  Km 


v = ¥m'[fL  ~ ^ v a Vm 

Km  + [S\  [S] 
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F.  Constante  catalytique  Kcat 

Kcat  = nombre  de  moles  de  P formees  par  seconde  et  par  mole  d’enzyme. 

Si  I’enzyme  possede  plusieurs  sites  catalytiques,  I’unite  change  et  s’exprime  par 
mole  de  sites. 

Kcat  = Vmax  / mole  d’enzyme  = Vmax  / [Et] 

Le  rapport  Kcat/Km  est  souvent  donne  comme  mesure  de  I'efficacite  catalytique,  car 
il  correspond  a une  constante  de  vitesse  pour  de  basses  concentrations  de  substrat 
(S)  « Km,  done  (E)  = (ET) 

y=  mS\  „ Kcat[E\[S\ 

Km  + [S\  Km 


asjesuisetudiant  .com 


http://www.jesuisetudiant.com 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


http://www.jesuisetudiant.com  N'hesitez  Pas  de  Visiter  Notre  Site  Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 

Enzymologie  theorique 


IV.  Influence  des  facteurs  physico- 
chimiques^  


la  neutralite). 


A.  Influence  du  pH 

Le  pH  joue  sur  I’ionisation  des  molecules  : 
=>  conformation  de  la  proteine  enzymati- 
que  ; 

=>  disponibilite  des  fonctions  chimiques  de 
I’enzyme  et  / ou  du  substrat  (i.e.  le  subs- 
trat  reel  doit  etre  sous  une  certaine  forme, 
qui  n’est  pas  necessairement  la  forme  de 


En  general,  a 2 unites  du  pH  optimum,  I’activite  est  reduite  100  fois,  mais  parfois  la 
gamme  est  beaucoup  plus  restreinte. 


Valeurs  extremes  : il  faut  les  atteindre  pour  qu’il  y ait  une  denaturation  de  I’enzyme 
par  attaque  acide  ou  basique,  sinon,  le  plus  souvent,  c’est  une  inhibition  reversible. 

B.  Influence  de  la  tempera- 
ture 

1)  Augmentation  de  la  temperature  : 
on  fournit  de  I’energie  au  systeme. 
Qio  = facteur  d’augmentation  de 
I’activite  quand  on  augmente  de  10°C 
=>  Qio  # 2 

2)  Denaturation  : la  temperature  a 
laquelle  elle  intervient  peut  varier, 

vraiment  de  la  gamme  40  - 60  °C  (pro- 


mais  seules  quelques  exceptions  s’eloignent 
teines  thermostables). 
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V . Inhibition 


II  ne  s’agit  pas  ici  des  poisons,  inhibiteurs  irreversibles  de  I’enzyme. 

Un  inhibiteur  d’une  enzyme  est  un  ligand,  non  transforme  par  I’enzyme,  qui  modifie 
le  comportement  de  cette  enzyme.  De  nombreux  types  d’inhibitions  ont  ete  decrits. 
Nous  prendrons  trois  exemples  : I’inhibition  competitive,  I’inhibition  non  competitive 
et  I’inhibition  incompetitive. 

[Et]  = enzyme  totale,  [S]  = concentration  initiale  en  substrat,  [ES]  complexe  enzyme  - 
substrat, 

[El]  = enzyme  libre 

[S]  » [Et]  =>  ([Et]  - [ES])  = [S]  dans  les  conditions  initiales. 

kz[ES]  = Vi  / kz[E]  = Vmax 

[I]  = inhibiteur  total,  [El]  complexe  inhibiteur  - enzyme 

[I]  » [Et]  =>  ([Et]  - [El])  = [I]  pendant  toute  la  reaction,  puisque  I n’est  pas  consom- 
me. 


A.  Inhibition  competitive 

L’inhibiteur  ne  peut  se  combiner  avec 
I’enzyme  en  meme  temps  que  le  subs- 
trat. Nous  considererons,  bien  que  ce  ne 
soit  pas  toujours  le  cas,  que  I’inhibiteur  et 
le  substrat  s’excluent  mutuellement,  pour 
des  raisons  steriques,  au  niveau  du  site  catalytique  de  I’enzyme.  Ils  ont  souvent  des 
structures  analogues. 

E+S<^>ES=>E+P  et  E+I^EI 

On  a : 

d’oil  [ES|[S|+[£S|/<m=te][S|«[ES|/<m=tS|([BHES|)=[S|[£i.] 
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ou  : Km= , soit  encore  [EL]=^-Ef\^m 
[toj  [i>J 

De  la  meme  fagon  : K/=^^  , on  obtient  done  : [Ei\=[EL^=[ES\^^ 

1.  Equation  de  conservation 

Cette  equation  exprime  le  fait  que  toute  I’enzyme  est  conservee  au  cours  de  la  reac- 
tion. 

[BHEiHES|+[E/|=[£S|(1+^!+^|!j|)=[ES|[1+i|!(1+]i)] 


2.  Equation  de  vitesse 


On  a Vi  = k2  [ES]  et  Vmax  = k2  [Et],  d’ou  : 


vi  _[£$!_  1 

Vmax  [©]  1 Km/1+  Vk 

l+  [S\[  Ki> 


d’ou  : vi=Vmax 


[S\ 

[S\+Km(  1+j|) 


et  1-1  + Km  h+M) 

Vmax  t/max[ST  Ki’ 

Quand  on  fait  varier  [I],  les  droites  obtenues  en  double  inverse  se  coupent,  apres 
extrapolation,  en  un  point  d’ordonnee  1/Vmax.  ([I]  = 0). 

On  peut  lever  I’inhibition  par  un  exces  de  substrat. 

En  presence  d’inhibiteur,  la  constante  de  Michaelis  pour  le  substrat  semble  augmen- 
ted I’inhibiteur  entrant  en  competition  avec  lui.  L’affinite  semble  diminuer. 
L’intersection  de  la  droite  avec  I’axe  des  1/[S]  a pour  abscisse  : 

— =—. y m=Km(  1 +-[4) 

Km  Kmn  [IL  v Kr 

{ '+Kj) 
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B.  Inhibition  non  competitive 

L’inhibiteur  se  combine  avec  I’enzyme 
independamment  du  substrat : les  deux 
peuvent  done  se  fixer  simultanement.  La 
fixation  de  I sur  I’enzyme  ne  modifie  pas 
Km.  La  fixation  de  S sur  I’enzyme  ne 
modifie  pas  Ki. 

EL  + SL  « ES  =»  EL  + P =>  [Ef.HEStjgj’ 


EL  + 1 <=>  El 

Ki=™ 

[El\ 

ES  + 1 <=>  EIS 

Kh[ES\[l\ 

[ElSi 

[E/SHES|ji 

El  + S <=>  EIS 

KrrAE 

[E/S] 

[E/SHE/lJ|L=aESp 

1.  Equation  de  conservation 


[aH&HES|+[EWHS|=[ES|(^+1+||!]i+ji)=[£S|(1+^!)(1+]i) 


2.  Equation  de  vitesse 


Vm  n+Km\M+[L K i | [>\ , Km , Km  [l\ 
+ [S]  +K7  '+ ki  [S\  + [S\  Ki 

[S\ 


[Si 


Vm  [Sl+lSl^+Km+Km^.  [S](1+^)+Km(1+^) 


[Si 

vi  _ v kr 


Vm  Km+[S\ 


riS] 


<=>Vm= 

Km+[S\  ^Vm  M. 


Quand  on  fait  varier  [I],  les  droites  se  coupent  en  un  point  d’abscisse  -1/Km  : 


I’inhibiteur  ne  modifie  pas  I’affinite  du  substrat  pour  I’enzyme. 
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En  presence  d’inhibiteur,  la  vitesse  maximum,  V’max,  semble  diminuee.  Les  droites 
coupent  I’axe  des  ordonnees  en  un  point : 


C.  Inhibition  incompetitive 

E + S <=>  ES  =>  P 

ES  + I <=>  EIS 

Kh[Es\\j\ 


'M  1 

[Et]  = [El]  + [ES]  + [EIS],  on  remplace  par  les  valeurs  correspondantes 


IBHELKni^lSL^ELY 


[Et] 


[S]  , [S\[l\ 

Km  Km.  Ki 


or  :[EL]=[ES]^ 


On  peut  done  exprimer  [ES]  par  rapport  a [Et] : 


[ES\= 


[B] 


[Et] 


[5][S| 


Km/-t , [S]  . [S][l]  •,  Km  * [/]  „ rci , [d[S] 
W( Km  KmJ<i)  W « Km+^+^<r 

[Em 


[S] 


Vmax 


rcfirei  (1+  [^.)  (1+  [^.) 

[ES]= [ tl[^  = Kl  or  k2[ES]=Vi  et  k2[Et]V=Vmax  , d’ou  Vi= 


Km 

d4) 


Km-[S](  1+J|)  [S|+ 

1+K/ 

V=y^4i Uvmax=V™^  et  Km=^ 

Km+[S]  1 M [l\ 

'+Ki  '+Ki 

En  presence  d’un  inhibiteur  incompetitif,  le  substrat  a une  affinite  apparente  supe- 
rieure.  Ici,  Vmax  et  Km  changent. 
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D.  Inhibition  par  exces  de  substrat 

Soit  la  reaction  E + S <=>  ES  =>  P.  On  a : Km=^^ 1,  soit  encore  [EL]=[Ef^m 

[toj  |>J 

Supposons  qu’une  deuxieme  molecule  de  substrat  puisse  se  fixer  sur  le  complexe 
ES  et  le  rendre  inactif : cette  molecule  se  fixe  sur  un  site  different  du  premier,  et 
nous  I’appellerons  site  inhibiteur.  Cette  molecule  se  comporte  comme  un  inhibiteur : 

ES  + S <=>  ESS  =>  Ki=j^§§f , soit  encore  [ ESS\=[ES\ ^ 


1.  Equation  de  conservation 

[ElH£l.HES|+[£SSH£S|(1+^+^) 


2.  Equation  de  vitesse 


vi  JJ=S\^vj=  Vmax  ^±=  1 / ^ 

Vmax  [Et]  ,.Km,[S\  vi  Vmax1 
[S]  Ki 


Km , [5]\ 

[S\  + Ki} 


Si  [S]  est  grand,  -j^-a  °°donc(1+-^JJl)a  oosoit  Xa  °°<=>Va  0 

r\m  [oj  r\l  VI 


Quand  on  porte  1/Vi  en  fonction  de  1/[S],  on  obtient  une  hyperbole  dont 
I’asymptote  oblique,  de  pente  Km/Vmax,  coupe  I’axe  en  un  point  -1/Km. 

Quand  on  porte  1/Vi  en  fonction  de  [S],  on  obtient  une  hyperbole  dont  I’asymptote 
oblique,  de  pente  1/Vmax.  Km  coupe  I’axe  des  [S]  en  un  point  d’abscisse  -Ki. 

Dans  les  deux  cas,  Vi  passe  par  un  maximum  pour  [S\=^Km.Ki 
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VI.  Allosterie 

A.  Considerations  generates 

1.  Definition 

L’allosterie  designe  une  variation  de  conformation  de  proteines  sous  I’effet  de  la  fixa- 
tion d’un  substrat  ou  d’une  molecule  effectrice,  d’ou  I’acquisition  de  proprietes  parti- 
culieres  (changement  d’activite.)  On  decrit  cela  comme  des  effets  cooperatifs.  Ceux- 
ci  sont  concevables  si  et  seulement  si  la  macromolecule  est  sous  forme  oligomeri- 
que. 


Forme  « relachee 


it 

Forme  « compacte 


Exemple  : un  tetramere  constitue  de  4 sous-unites  (monomeres)  a activite  biologique 
et  de  4 sous-unites  de  liaison. 

La  fixation  d’un  substrat  entraTne  une  modification  de  I’ensemble  de  la  structure. 

Toutes  les  sous-unites  reproduisent  a I’unisson  la  variation  de  conformation  subie 
par  I’une  d’elles. 

2.  Proprietes  d’une  molecule  allosterique 

II  existe  une  structure  quaternaire  (en  pratique,  entre  un  dimere  et  un  tetramere) 

La  variation  de  conformation  de  la  structure  depend  du  taux  d’occupation  des  sites 
de  liaison. 

Pour  toutes  les  enzymes  allosteriques,  la  cinetique  n’est  pas  michaelienne. 

Ces  molecules  jouent  des  roles  clef  dans  la  regulation  du  metabolisme. 
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3.  Types 

Ilya  deux  types  d’enzymes  allosteriques  : 

Systeme  K : la  regulation  se  traduit  par  la  variation  de  la  fixation  du  substrat  ou  par  la 
variation  de  I’affinite  du  substrat  pour  I’enzyme,  d’ou  une  variation  du  « Km  » 

Systeme  V : la  regulation  porte  sur  la  vitesse  maximale.  Dans  ce  cas,  cela  corres- 
pond a une  variation  de  la  constante  k2  des  enzymes  michaeliennes. 


B.  Structure  et  fonction  de  I’ATCase 


L’aspartate  transcarbamylase  (ATCase)  est  impliquee  dans  la  regulation  des  bases 
pyrimidiques. 

Reaction  : 


H2N  |"|  0_ 

o 


p + -ooc- 


Aspartate 


ATCase 


-OOC 

NH, 


COO- 


Carbamyl-P  * ^ Carbamyl-aspartate 

On  suit  la  cinetique  d’apparition  du  produit  par  mesure  de  D0465- 


1.  Cinetique  de  T ATCase 


1 - ATCase 

2 - ATCase  + CTP 

3 - ATCase  + ATP 

4 - ATCase 
desensibilisee 


Les  courbes  sont  des  sigmoi'des  : I’aspartate  joue  un  role  d’effecteur  cooperatif  posi- 
tif  sur  I’activite  de  I’enzyme  : a faible  concentration  en  substrat,  la  vitesse  n’est  pas 


asjesuisetudiant  .com 


http://www.jesuisetudiant.com 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


http://www.jesuisetudiant.com 


N’hesitez  Pas  de  Visiter  Notre  Site 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


Enzymologie  theorique 

elevee  ; plus  on  eleve  la  concentration,  plus  la  vitesse  prend  I’allure  d’une  courbe  de 
Michaelis. 

Le  CTP  joue  un  role  negatif  sur  I’ATCase  : inhibition  de  I’activite. 

En  presence  d’ATP,  il  y a activation  de  I’ATCase  : c’est  un  effecteur  positif. 

Quand  I’ATCase  est  desensibilisee  (par  un  agent  chimique),  il  n’y  a plus  de  regula- 
tion : les  proprietes  allosteriques  sont  perdues. 

2.  Interpretation 

La  regulation  allosterique  correspond  au  « frein  moteur  » de  I’activite  enzymatique  : 
avec  le  CTP,  la  vitesse  diminue  comme  quand  on  leve  le  pied  ; avec  I’ATP,  elle 
augmente  comme  quand  on  accelere. 

CTP  : la  molecule  de  base  est  la  cytosine.  Quant  trop  de  cytosine  est  produite,  le 
produit  de  fin  de  chaTne  va  reguler  I’enzyme  en  amont  de  la  voie  de  synthese  : retro- 
controle  negatif. 

ATP  : quand  il  y a beaucoup  d’adenine  (base  purique),  il  y a activation  de  la  syn- 
these des  bases  pyrimidiques  : retrocontrole  positif. 

L’allosterie  est  done  un  outil  de  reglage  fin,  de  regulation  directe,  instantanee,  qui 
n’est  pas  du  meme  ordre  que,  par  exemple,  I’activation  de  I’operon  Lactose  qui  est 
un  systeme  tres  lourd. 

3.  Structure  de  I’ATCase 


L’enzyme  est  formee  de  2 trimeres  qui  sont  le  support 
de  I’activite  catalytique  et  de  trois  dimeres  qui  sont  les 
sous-unites  regulatrices. 


Domaine 

allosterique 


Zn 


La  sous-unite  regulatrice  possede  un  domaine  allosteri- 
que et  un  site  de  fixation  du  zinc  qui  permet  I’interaction  avec  les  trimeres. 
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La  sous-unite  catalytique  possede  un  domaine  equatorial  pour  la  fixation  de 
I’aspartate  et  un  domaine  polaire  pour  la  fixation  du  carbamyl-phosphate. 

L’oligomere  presente  deux  formes,  la  forme  « T » inactive  (compacte)  et  la  forme 
« R » active  (relachee). 

4.  Effets  homotropes  ou  heterotropes 

[ T ] <=>  [ R ] avec  Keq. 

En  presence  de  substrat : 

R + S <=>  RS  £ R + P 

Mais,  quand  on  augmente  [S],  on  induit  la  formation  de  RS,  et  done  une  diminution 
de  [R]  libre,  d’ou  un  passage  de  la  forme  T a la  forme  R,  d’ou  une  diminution  de  T 
dans  la  cellule  : Le  substrat  S joue  un  role  homotrope  positif. 

En  presence  d’un  effecteur  positif  (ATP)  : 

On  a toujours  equilibre  entre  les  formes  T et  R,  mais  cette  fois  R se  lie  aussi  a E : 
ToR  + Ef  RE  + St  ... 

Done  [R]  diminue,  done  transition  Tf  R,  done  diminution  de  [T]  libre.  Effet  hetero- 
trope positif. 

En  presence  d’un  effecteur  negatif  (CTP) 

L’effecteur  se  lie  a la  forme  T pour  former  un  complexe  TE,  d’ou  une  diminution  de  la 
forme  T libre,  transition  de  R vers  T et  diminution  de  la  forme  R,  ce  qui  correspond  a 
une  inactivation  de  I’enzyme.  Effet  heterotrope  negatif  sur  I’enzyme. 
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C.  Approche  theorique  de  la  cooperativite 


1.  Cas  d une  enzyme  a 2 sous-unites  catalytiques 

E+  IP 


ki 


k+2 

ES 


Deux  sous-unites  distinctes  ont  permis  la 
fixation  du  substrat  sur  I’enzyme. 


SE 


\k2 

\ k+2 

/_  _ E.S  _ E.S  cc  _ ocr  _ E.S 

k'- es~ sE^Eb~bE—kr 

SES  — ► E+2P 

A 

kz  - ES.S  _ SE.S  ccc  _ ccS 

v = k+2.ES  + k+2  SE  + 2 k+2  SES 

k+2^  E+1P 

Et  = E + ES  + SE  + SES 

En  remplagant  les  valeurs  par 

pressions  trouvees  precedemment,  on  obtient : 

v = 2/c+2E  [-£  + -^-1  et  Vm  = 2k+zEt  = 2k+z. 

+2  L/Ci  /C1/C2J  L ki  kx.  kz  ■ 


S ! S2 

D’ou  ■ & Mia 

Vm  1+2  S + S2 


ki  ki.kz 
On  envisage  alors  deux  cas  : 

$ La  fixation  du  premier  substrat  est  sans  effet  sur  celle  du  second  : il  n’y  a done 
pas  de  difference  entre  ki  et  k2. 


j¥-  = ..  — 0, avec  Kd  = ki  = k2, d'ou : v = ,ym-S  et  si  k+2  est  tres  faible,  KD  = Km  : il  n’y 
Vm  Kd  + o Kd  + S 


a pas  de  regulation  allosterique,  e’est  une  enzyme  michaelienne. 

$ La  fixation  du  premier  substrat  modifie  celle  du  second  : ki  # k2. 


v _ /e.S+52 

Vm  /ci.fe  + 2/C2.S  + S2 


Quand  k2  « ki,  la  fixation  du  second  substrat  est  facilitee  par  celle  du  premier,  et 


quek2<S<k1:v=7^ 


2.  Generalisation  de  I’equation 

Dans  le  cas  d’une  regulation  allosterique,  on  a : 
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l/  = 


, avec  n = nombre  de  sites catalytiques  et  Kh  = ki  x k2  x ...  kn 

Kh+ST 


vKh  + 


*S" =' Vms"  =>  vi^= = =»  log  "Jog  (&) 


Vm—v' 


1 W 


allosterique.  Exemples  : 

, Phosphofructokinase  : n = 4 


n = 1 : pas  de  regulation  al- 
losterique 

$ ou  regulation  allosterique 
par  cooperativite  negative  du 
substrat 

n = 2 : regulation  allosterique 
avec  2 sous-unites  catalyti- 
ques. 

Remarque : 

n = nombre  de  Hill  = nombre 
de  sous-unites  a regulation 


, Lactate  DH  : il  y a 4 sous-unites,  mais  n = 1 : pas  de  regulation  allosterique. 
On  prend  les  pentes  des  droites  au  niveau  des  valeurs  nulles  sur  les  axes. 
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VII.  Reactions  a deux  substrats 


A.  Fixation  aleatoire 


EA 


EQ 


EAB  EP 

kc 


EB 


EP 


k’a  et  k’b  sont  differents  de  ka  et  kb  : I’enzyme  est  modifiee  par  sa  liaison  a A ou  a B. 
En  conditions  de  vitesse  initiale,  la  vitesse  de  retour  est  negligeable.  Comme  I’etape 
limitante  est  la  formation  de  EPQ  a partir  de  EAB,  on  se  contente  d’exprimer  V a par- 
tir  de  la  concentration  en  EAB  : v = kc.  [EAB]. 

[Et]  = [E]  + [EA]  + [EB]  + [EAB]  et  Vm  = kc.  [Et]. 

1.  Demonstration  de  I’ equation 


En  conditions  de  vitesse  initiale,  [EAB]  = constante,  d’ou  : 
5)  k’a.kb  = ka.k’b 


ka  ko  Ka.kO 

or,  d’apres  la  relation  4 : [E]=  f^rdl .ka.kb,  d’ou  : 


fh.  Gpllas 
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[EAB\  = 


[Ef\ 


ka.kb  f^[A]  [B\  [A], 
[A].[B\[  ka kb  k a. 

Vm c 

~ i , fra  , kb  , ka.Kb 
[A]  [B\  [A].[B\ 


■[E\  \ ka.i 
ikbj  [A].\ 


[EQ 


kb  , kb , ka  , 
[B\+[B\+[A] 

Vm 


(NB  : * d’apres  la  relation  5) 


" i ■ ka  ■ kb  , ka.kb 
[A]  [B\  [A].[B\ 


Signification  des  constantes  : ka  et  kb  sont  les  constantes  de  formation  des  com- 
plexes EA  et  EB,  k’a  et  k’b  sont  les  constantes  de  dissociation.  En  prenant  differents 
cas,  on  a : 

Vm 


1 ) [B]  saturant,  [A]  = k'a  =>  v = 

2)  Reciproque  : k’b=KmB 

=>,/  = Vm 

1 . Kt,  . Kg  I te-Kg 

[A]  [B|  +[A]t6| 

2.  Representation  graphique 


Vm  _ 

1+1+0++0+  2 “ 


■«a  = KAm 


a 1/v  = f(1/[A]) 

Vm 


M IB\  M[B| 


1=uL|1  + f® 
i/  Vm\  r A' 


ACft.KS  ,,/cfl/EbV  1 (A , , fcbVy 

M [S]  M[S]J  [6]  J Vm  [ [B]  J[A] 


[B]  = constante  : y = ax  + b 

[B]  saturante  : - = 

11  v Vm  Vm[A ] 

[B]  limitante  : expression  complete 


JL  — o - 


v Vm[  [B\  J 


.fl,KS 

,KAm 

3 

1 KA\ 

[ [S| 

[A] 

[A][B\j  Vm\ ^ 

' [A]  j 
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On  peut  done  determiner  ka,  KmA,  KmB,  Vm,  mais  pas  kb  ! 

Pour  determiner  kb,  on  realise  un  graphique  secondaire  : on  prend  les  valeurs  de 
1/v  pour  les  differentes  [B]  quand  1/[A]  = 0 (les  intersections  de  I’axe  des  ordon- 
nees)  : 


b 1/v  = f(1/[B]) 


1_  1 [i.Km.Km.ka  Km 
v Vm  1+[A]  + [B\+[A\[B\ 


Kim 

■'  [A]  [B\> 


1 = J\-t-\+nm- 

v Vm[  [A]’ 


Knr 


hiC(i+M) 

[B\[1+[A]> 


Si  [A]  est  saturante  $ Michaelis  - 
Menten  a un  substrat 


ara-Kb+i-^d-^.vw 

II  taut  la  aussi  faire  un  graphique  secondaire  pour  obtenir  tous  les  parametres. 
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c Remarques  particulieres 

Quand  on  fait  varier  [A]  et  que  [A]  = -ka,  1/V  > 0 ; 

Quand  on  fait  varier  [B]  et  que  [B]  = - kb,  1/V  < 0,  done  : 

Kma  / ka  < 1 : la  fixation  de  A est  facilitee  quand  B est  deja  fixe  (I’affinite  est  supe- 
rieure)  ; 

Kmb  / kb  > 1 :1a  fixation  de  B est  meilleure  sur  I’enzyme  libre 
E la  fixation  de  substrats  depend  de  I’etat  de  I’enzyme. 

d Fixation  independante  des  substrats 

Kma  = ka  et  KMB  = kb  : la  fixation  d’un  substrat  n’est  pas  affectee  par  la  fixation  de 
I’autre.  Dans  ce  cas  : 

1 1 f,  . wi  . k£  , KAkSI 

v ~Vm  [A]  [6]  [/4]  [S]  J 

en  developpant : 
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B.  Mecanisme  ordonne 


1.  Equation 


A B P Q 


ka 

kb 

t 

E 

_1 

EA  ' 

r EAB=>EPQ 

_EQ L 

k 


ka  - E-A  - 

Ka~~EA- 


EA=Et 


kb  = ^rg  =>  EAB  = EA.fr  = E.f.f 
EAB  kb  ka  kb 


Et=E+EA+EAB=E{  14 


ka  ka. 


r E=EAB^M>  = 


EAB  ka.kb  ka.kb, 


'( 1+  ^ -| — A±o\ 

A.B  1 ka  ka. kb’ 


=>v  = 


1+ 


Vm 

kb  | ka.kb 

B A.B 


Si  A - et  B = kb  =>  v=Vm  / [ 1 + 1 + 0+]  # Vm/2  =>  kb=KmB 

KmA  = 0 : A ne  peut  quitter  le  complexe  ternaire  EAB  tant  que  B est  en  place. 


2.  Representations  graphiques 


a 1/v=f(1/A) 

1_  1 L KBmka.KBmA 

v Vm\  B B A I 


A 


= 0=> 


= Vm\ 
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-1/ka 

A partir  des  valeurs  de  V pour  1/A  = 0,  on  trace  un  graphique  secondaire,  qui  re- 
presente la  droite  1/v  = 1/Vm  (1  + KmB/B),  qui  a I’allure  des  droites  michaeliennes  : 

t 1/v 
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V/4,  quand ^ = 0 =>  ^ ^ , done  il  n’y  a pas  de  graphique  secondaire,  puisque  1 /v  = 
constante. 


i^(ioias^0suis0tudicint . com 


http://www.jesuisetudiant.com 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


http://www.jesuisetudiant.com 


N’hesitez  Pas  de  Visiter  Notre  Site 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


Enzymologie  theorique 


C.  Mecanisme  alternatif 


i 

V 

i 

i 

E 

EA 

E’ 

E’B 

E 

1 

r 

1 

r 

► 

1.  Equations 


Demonstration  en  conditions  de  vitesse  initiale,  done  avec  toutes  les  concentrations 
constantes. 


On  obtient  finalement  une  relation  symetrique  par  rapport  a A et  B (done  on  ne  traite 


qu’un  seul  cas  ci-dessous)  : i/  = Xf1 — T 

1+/<S  + /4 

B + A 


2.  Representation  graphique 


! = ^L1  + iC  + iCL  _jL1  + iC  UiCjL 
v Vmr+  A + B Vm\1+  B \+vVmA 


SiBa  00 > y - ^ (cf- Michaelis ' Menten) 


si  J-  = 0 =>  4-  = - -4r  1+^p 
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